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:[B8495]Jt &,S& xx Harmonia axyridis 3€ — t E 3& 85 A pb S E Z, AREH ELS ag x 
24 育 、 羽 化 等 整个 生命 过 程 都 起 着 重要 的 作用 。 本 研究 以 前 期 获得 的 类 似 膜 结合 型 海藻 糖 酶 
( TRE2-like ) PRO IE Sd BE (TRE2) A B] A 28h T 4E JE CLE LC a AE SEE B 
的 潜在 功能 ,为 益 明 异 E À 5) x ARRA RAA. [2] RAE TRE2-like 
和 TRE2 基因 序列 设计 双 链 RNA(dsRNA) 区 域 片段 并 合成 对 应 的 dsRNA , i it: RNAi 将 其 注射 到 
异 色 球 虫 2 日 龄 晴 中 。 采 用 实时 英 光 定量 PCR(RT-qPCR ) 检 测 RNAi 处 理 后 羽化 第 1 X 89 3 6,8. 
中 成 忠 糖 代谢 相关 基因 的 表达 ;同时 采用 蕊 酮 比 色 法 、 酶 标 法 等 分 别 测定 RNAi 处 理 后 羽化 第 1 X 
的 异 色 款 虫 成 虫 主要 糖 类 物质 含量 及 TRE 活性 变化 ,并 观察 异 色 靳 虫 羽化 后 的 表 型 变化 。[【 结果 】 
结果 表明 ,与 对 照 组 (dsCFP i 4428) 2896, Jt 6,8 k 2. H Be 383 iH. TRE2-like 或 TRE2 dsRNA 后 ， 

JE3 39 A6 X, BAE 5 TRE2-like 和 TRE2 ik E MIA ERE], EL SV AMA B T B6 55 SUELE 
等 畸形 表 型 。 可 溶性 海 涨 糖 酶 活性 在 注射 dsTRE2-lke J& X. AR IR 2E MERE AES E CR 
dsTRE2 porro 注射 dsTRE2 后 糖 原 含 量 显著 下 +, 注射 dsTRE2-like pu 和 海藻 糖 含 


著 下 降 ,注射 dsTRE2-like + dsTRE2 后 糖 原 和 葡萄 糖 含 i IRA e 从 注 
射 dsTRE2-like, dsTRE2 和 dsTRE2-like + dsTRE2 Eid XA A TRE1-1 和 TRE1-2 表达 


降 或 显著 下 降 , 而 TRE1-5 表达 上 升 或 显著 上 升 ,海藻 POM 酶 ( trealose-6-phosphate E 
TPS) , 4&5 NEIN glycogen phosphorylase, GP) ,4&/& &- 31 & (glycogen synthase, GS) 基 因 的 表达 
均 显 著 下 调 。【 结论 ]TRE2-like 和 TRE2 X. VJ d ik dp pes LT CLE 虫 海藻 糖 等 代谢 受到 影响 。 研 
究 结果 为 探究 异 体内 膜 结合 型 海 营 糖 酶 的 潜在 功能 和 调控 机 制 芮 定 了 基础 。 
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Expression and function of trehalase genes TRE2-like and TRE2 during 


adult eclosion in Harmonia axyridis ( Coleoptera: Coccinellidae ) 
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Abstract: [ Aim] Harmonia axyridis is an important predatory natural enemy, and trehalose plays an 
important role in the whole life of H. axyridis, such as metamorphosis and adult eclosion. This study 
aims to explore the potential functions of two trehalase genes TRE2-like and TRE2, which were obtained 


earlier, on trehalose utilization. during adult eclosion of H. axyridis, and to provide reference for 
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clarifying the potential mechanism of trehalose metabolism in the development from pupa to adult in H. 
axyridis. [ Methods] The dsRNAs of TRE2-like and TRE2 were synthesized by designing double-stranded 
RNA (dsRNA ) region fragments based on the cloned gene sequences of TRE2-like and TRE2, and 
injected into the 2-day-old pupae of H. axyridis by RNAi technology. The expression levels of 
carbohydrate metabolism-related genes in the 1-day-old adults of H. axyridis after RNAi were detected by 
real-time quantitative PCR ( RT-qPCR ). At the same time, the changes in the contents of main 
saccharides and the trehalase activity after RNAi in its 1-day-old adults were determined by fluorenone 
colorimetric method and enzyme labeling method, respectively, and the phenotypic changes in eclosed 
adults after RNAi were observed. [Results] The results showed that after the dsRNA of TRE2-like or 
TRE2 was injected into the 2-day-old pupae of H. axyridis, the expression levels of TRE2-like and TRE2 
in its newly emerged adults were significantly decreased as compared with the control group ( dsGFP 
injection group) , and a few adults showed abnormal phenotypes such as difficulty in molting and wing 
formation. The soluble trehalase activity decreased significantly after injection of dsTRE2-like, while the 
membrane-bound trehalase activity decreased significantly after injection of dsTRE2. As compared with 
the control group, the dsTRE2 injection group had significantly decreased glycogen content, the dsTRE2- 
like injection group had significantly decreased glycogen and trehalose contents, and the ds TRE2-like plus 
dsTRE2 injection group had significantly decreased glycogen and glucose contents and extremely 
significantly decreased trehalose content. Meanwhile, the expression levels of soluble trehalase genes 
TRE1-1 and TRE1-2 in the dsTRE2-like, dsTRE2 and dsTRE2-like plus dsTRE2 injection groups 
decreased or significantly decreased, that of TRE1-5 increased or significantly increased, and those of 
trealose-6-phosphate synthase ( TPS) , glycogen phosphorylase ( GP) and glycogen synthase (GS) genes 
were significantly decreased as compared to the control group. [ Conclusion] The metabolism of trehalose 
and the like in H. axyridis is affected after the expression of TRE2-like and TRE2 is inhibited. The 
results of this study lay a foundation for exploring the potential function and regulation mechanism of 
membrane-bound trehalases in H. axyridis. 

Key words: Harmonia axyridis; trehalase; TRE2-like; TRE2; gene expression; enzyme activity; RNA 
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海江 糖 (trehalose ) 是 由 两 个 糖 背 相 连 的 葡萄 糖 


糖 酶 (soluble trehalase, TREI) 和 膜 结合 型 海藻 糖 酶 


单位 组 成 的 一 种 非 还 原 性 双 糖 ,存在 于 细菌 .酵母 
菌 真菌 植物 .昆虫 和 其 他 无 脊椎 动物 等 多 种 生物 
中 ,主要 在 昆虫 脂肪 体 中 合成 (Frison et al., 2007; 
Tang et al., 2008) 。 海 藻 糖 于 美洲 野 大 Antheraea 
polyphemus 的 WS RI Vb idR Schistocerca gregaria 中 被 
发 现 , 是 幼虫 . 晴 和 成 虫 血 淋巴 中 的 主要 糖分 储备 ， 
在 能 量 代 谢 和 应 对 压力 方面 起 着 至 关 重 要 的 作用 
(Ge et al., 2011; Xie et al., 2013) ,有 “昆虫 生命 之 
WE" 的 美誉 (于 彩虹 等 , 2008 ) 1893 年 在 黑 曲霉 中 
发 现 海藻 糖 酶 (tehalase，TRE ) (AX, 2018) ,是 
昆虫 海藻 糖 代谢 中 必 不 可 少 的 专 一 地 将 昆虫 体内 海 
区 糖水 解 成 为 葡萄 糖 的 代谢 酶 ,调控 海藻 糖水 平 
(Shukla et al., 2015) ,并 且 在 昆虫 的 大 多 组 织 中 以 
不 同形 式 存在 (Chen et al., 2010; Tan et al., 2014) 。 
ice rh HERE D A E S, DLE A 






























































( membrane-bound trehalase, TRE2 ) ( Forcella et al., 
2010; Ma et al., 2015) 两 种 形式 存在 于 昆虫 多 种 组 
织 中 ,并 且 已 在 几 种 昆虫 物种 中 进行 了 鉴定 ,如 西方 
蜜蜂 Apis mellifera ( Lee et al., 2007) ,K xi f Aphis 
glycines ( Bansal et al., 2013) , SH Si f IR Spodoptera 
exigua (Zou et al., 2013) , I WMA Xx Tribolium 
castaneum ( Parkinson et al., 2003; Tang et al., 
2016) 和 褐飞虱 Nilaparvata lugens ( Tang et al., 
2008) 。 其 中 ,最 先 鉴定 出 来 的 海藻 糖 酶 是 在 黄粉 虫 
Tenebrio molitor 中 所 克隆 的 可 溶性 3e NE 
( Takiguchi et al., 1992) ; 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 (TRE2 ) 
直到 2005 E KEZE Bombyx mori 中 被 发 现 
( Mitsumasu et al., 2005) ; 是 否 存 在 跨 膜 域 是 海藻 糖 
酶 膜 结合 型 或 可 游 型 酶 的 判断 标准 ( 刘 晓 健 等 ， 
2016), 
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5f WE "m Harmonia axyridis, jB H x8 H 
( Coleoptera ) 3f IE $} ( Coccinellidae ) ( Koch et al., 
2003; BEAF ERAT, 2016) , zd E xit E BA) ACC E Hg 
虫 及 其 他 害虫 的 高 效 天 敌 (Nakayama et al., 2010) 。 
在 昆虫 中 ,TRE2 参与 飞行 .繁殖 、 发 育 和 中 肠 消 化 
等 许多 生理 过 程 ( Wegener et al., 2010) ,并 且 具 有 
独特 性 ,如 具有 跨 膜 螺旋 区 域 和 两 个 保守 基 序 
(DAKTFVDMK 和 LGRKM) , m TRE1 没有 假定 的 跨 
膜 区 域 (Gu et al., 2009), TRE2 基因 已 在 多 种 昆虫 
中 克隆 ,主要 在 昆虫 的 脂肪 体 、 中 肠 和 马 氏 管 中 表 
达 , 如 家 看 的 幼虫 中 肠 、 肾 和 卵 集 主要 含有 海藻 糖 酶 
(Mitsumasu et al., 2005) 。 有 相关 报道 在 发 幅 
Locusta migratoria 中 发 现 了 一 类 无 跨 膜 结构 ,与 膜 
结合 型 蛋白 同 源 性 高 且 聚 在 一 支 的 类 似 膜 结合 型 海 
JEDE membrane-bound like trehalase, TRE2-like)， 
这 种 TRE2-like 极 有 可 能 为 可 溶性 海藻 酶 进化 到 膜 
结合 型 海藻 糖 酶 的 中 间 类 型 ( 刘 晓 健 等 ,2016 ) ,这 
些 发 现 为 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 的 组 织 分 布 、 表 达 模 式 
和 潜在 功能 提供 了 新 的 数据 。 前 人 对 可 溶性 海藻 糖 
酶 的 同 源 基 因 的 功能 研究 很 普遍 ,但 是 对 这 一 类 膜 
结合 型 海藻 糖 酶 的 同 源 基因 的 具体 功能 研究 得 相对 
ib, TRE2-like 和 TRE2 在 昆虫 中 的 相应 的 作用 机 
制 尚 不 清楚 ,对 其 结构 组 织 分 布 和 表达 模式 也 知之 
其 少 。 膜 结合 型 海藻 糖 酶 的 两 个 基因 的 功能 区 分 还 
未 明确 ,如何 相辅相成 又 如 何 各 司 其 职 , 有 必要 进 一 
步 地 洞悉 探索 其 功能 。 该 试验 主要 以 探究 TRE2- 
like 和 TRE2 功能 为 切入 点 ,利用 成 熟 有 效 的 RNA 
沉默 调节 技术 ,进行 异 色 球 虫 海藻 糖 酶 活性 及 其 调 
控 表 达 的 初步 研究 ,揭示 其 具体 功能 ,探讨 基因 表达 
趋势 ,阐述 代谢 机 理 , 为 探究 膜 结合 型 海藻 糖 酶 的 功 
能 提供 理论 依据 。 






































1 材料 与 方法 


1.1 ftii 

供 试 昆虫 主要 为 杭州 师范 大 学 动物 适应 与 进化 
点 实验 室 人 饲养 的 异 色 球 虫 , 伺 养 在 温度 为 25 1C, 
相对 湿度 为 70% +5% , 光 周 期 为 14L: 10D 的 人 工 气 
REZ. H HENRR— KME A. medicaginis, 
待 异 色 球 虫 进入 师 期 第 2 天 ,用 于 显 微 注射 。 

1.2 RNA 干扰 

1.2.1 dsRNA 的 合成 :采用 Trizol 1:40 i 5$ C6, EI 
WI B X RNA, 微量 分 光 光 度 计 检测 后 , 依据 
PrimeScript © RT Reagent Kit with gDNA Eraser 反 转 
























































录 试 剂 盒 说 明 书 进行 cDNA 模板 的 合成 , 反 转 录 产 
物 cDNA 贮存 至 -20% 备用 。 根 据 已 得 到 的 异 色 球 
iR TRE2-like, TRE2 和 GFP 基因 编码 区 序列 设计 特 
异性 dsRNA 合成 引物 (引物 的 5' 端 添加 T7 RNA EE 
合 酶 识别 序列 5'-GGATCCTAATACGACTCACTA 
TAGG-3') ,引物 信息 见 表 1。 高 剂量 的 dsRNA 具有 
更 好 的 沉默 靶 标 基因 的 可 能 性 ,因此 ,需要 大 量 合 成 
高 浓度 的 dsRNA ,以 保证 干扰 的 效率 。 以 克隆 测序 
确认 含有 TRE2-like, TRE2 4d GEP 基因 序列 的 质粒 
DNA 为 模板 ,PCR 扩 增 5' 端 带 17 启动 子 的 DNA 模 
板 。 根 据 T7 RiboMAX™ Express RNAi System 试剂 
盒 的 说 明 书 合成 dsTRE2-like, dsTRE2. 和 dsCFP, 操 
作 中 要 保证 DNase-free 和 RNase-free, Hj 1. 596 的 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 dsRNA 的 完整 性 ,微量 分 光 光 
度 计 检 测 dsRNA 的 浓度 和 0D 值 ,将 产物 质量 高 的 
dsRNA 保存 至 -20% 备用 。 
1.2.2 dsRNA 显 微 注射 :根据 预 实验 结果 选取 刚 
进入 晴 期 的 异 色 飘 虫 为 试验 用 虫 ,使 用 微 注 射 仪 自 
晴 的 腹部 较 软 部 位 注射 ,通过 氮气 压 调整 dsRNA 的 
体积 使 其 泵 出 的 体积 符合 注射 量 dsRNA 注射 量 , 均 
约 为 300 ng/ 涉 。 分 别 注射 dsTRE2-like, dsTRE2, 
dsTRE2-like + dsTRE2 和 dsGFP( 对 照 ) ZRCALE, 
羽化 后 取样 ,每 个 处 理 注射 异 色 亚 虫 肾 20 ~ 30 头 ， 
复 3 次 。 
1.3 RT-qPCR 检测 异 色 枝 虫 糖 代谢 关键 基因 的 相 
对 表达 水 平 

取 1.2 节 中 RNAi 处 理 后 羽化 第 1 RÉIS E 
虫 成 虫 ,提取 总 RNA 合成 cDNA 作为 模板 (方法 同 
1.2 节 ) ,利用 实时 奖 光 定量 PCR 分 别 检测 可 溶性 
海藻 糖 酶 基因 TRE 海藻 糖 合 成 酶 ( trehalose-6- 
phosphate synthase, TPS) 基因 、 糖 原 合成 酶 (glycogen 
synthase, GS) 基因 和 糖 原 磷 酸化 酶 (glycogen 
phosphorylase, GP) 基因 在 检测 样品 中 的 表达 量 ,3 
个 生物 学 重复 (每 个 样品 得 到 3 管 平行 cDNA ) 。 以 
QHa-rp49 作为 内 参 基 因 , 注 射 dsGFP 作为 阴性 对 
照 。 反 应 采用 实时 荧光 定量 PCR 试剂 盒 进行 qPCR 
扩 增 ,每 个 样品 设置 技术 重复 3 Ko qPCR 反应 体系 
(20 pL): SYBR Green I 10 uL, E Fitz (10 
umol /L) 各 1 uL, cDNA 模板 2 pL, ddH,O 6 uL, 
PCR 扩 增 条 件 : 95Y 预 变性 30 5; 95"C 变性 5 s, 
60% 延伸 20 s, 40 个 循环 。 熔 解 曲线 ，95% 15 s, 
60C 1 min, 40% 30 s, 每 次 反应 后 绘制 溶解 曲线 ， 
保证 无 非特 异性 扩 增 。 
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R1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5' -3') 用 途 
Primers Primer sequences Purpose 

DSHaTRE2-like-F CAGGTGGGAGATTCAGG 
DSHaTRE2-like-R TCAATGTAGCAGGCTGTG 
DSHaTRE2-F CCCAAGGACTGGATAAG dsRNA 合成 
DSHaTRE2-R CAATAAAGGTGGTTGAGAA dsRNA synthesis 
DSHaGFP-F CCTGAAGTTCATCTGCACCA 
DSHaGFP-R ACAAGCAGAAGAACGGCATCA 
QHa-rp49-F GCGATCGCTATGGAAAACTC 
QHa-rp49-R TACGATTTTGCATCAACAGT 


RTHaTRE2-like-F 
RTHaTRE2-like-R 
RTHaTRE2-F 
RTHaTRE2-R 
RTHaTREI-1-F 
RTHaTREI-1-R 
RTHaTREI-2-F 
RTHaTREI2R 
RTHaTREI-3-F 
RTHaTREI-3-R 
RTHaTREI -4-F 
RTHaTREI 4-R 
RTHaTREI-5-F 
RTHaTREI-5-R 
RTHaTPS-F 
RTHaTPS-R 
RTHaGS-F 
RTHaGS-R 
RTHaGP-F 
RTHaGP-R 


1.4 RNAi ER ESUE i8 i ha A lc GE ER DR SE 
酶 活性 和 糖 类 物质 含量 的 测定 

取 1.2 节 中 RNAi 处 理 后 羽化 第 1 天 的 异 色 赖 
虫 成 虫 , 测 定 酶 活力 和 糖 类 物质 含量 。 取 样 要 求 为 
3 个 生物 学 重复 ,试验 要 求 为 3 个 技术 重复 。 样 品 
用 PBS 研磨 ,超声 破碎 。4%C 1 000 g 离心 20 min, 
取 350 pL 上 清 4%C 20 800 g 超 离心 60 min; 剩 余 上 
清 用 于 蛋白 浓度 , 糖 原 浓度 海藻 糖 浓度 测定 。 

取 60 uL 超 离心 的 上 清 , 加 海藻 糖 (40 mmol/L) 
75 uL, 37C 水 浴 60 min, 1007k% 5 min, 加 300 
kL 海藻 糖分 析 试 剂 ,37%C 水 浴 30 min ,水 浴 后 即刻 
加 入 300 pL 2N HSO, 终止 反应 ,用 酶 标 仪 测 540 
nm 吸光 度 ,检测 可 洲 性 海藻 糖 酶 活性 。 取 60 pL 用 
PBS 制备 的 沉淀 甚 浮 液 ,加 海藻 糖 (40 mmol/L) 75 
kL 和 PBS 165 uL, 37?C 7K 16 60 min，100% 水浴 5 
min, 加 300 uL 海藻 糖分 析 试 剂 ,37% 水浴 30 min, 

















TTCCAGGTGGGAGATTCAGG 
GGGATCAATGTAGGAGGCTGTG 
CAATCAGGGTGCTGTAATGTCG 
CGTAGTTGGCTCATTCGTTTCC 
CTTCGCCAGTCAAACGTCA 
CCGTTTGGGACATTCCAGATA 
TGACAACTTCCAACCTGGTAATG 
TTCCTTCGAGACATCTGGCTTA 
ACAGTCCCTCAGAATCTATCGTCA 
GGAGCCAAGTCTCAAGCTCATC 
TTACTGCCAGTTTGATGACCATT 
CATTTCGCTAATCAGAAGACCCT 
TGATGATGAGGTACGACGAGAA 
GTAGCAAGGACCTAACAAACTGC 
GACCCTGACGAAGCCATACC 
AAAGTTCCATTACACGCACCA 
CCCTTAGGATCGGATGTTCTC 
CACCAGCCATCTCCCAGTT 
GCTGAAGCCCTCTACCAACT 
CGCCGTACTCGTATCTTATGC 


RT-qPCR 





水 浴 后 即刻 加 入 300 uL 2mol/L H4SO, 终止 反应 ， 
用 酶 标 仪 测 540 nm 吸光 度 , 检 测 膜 结合 型 海藻 糖 酶 
活性 。 

采用 蕊 酮 法 检测 海藻 糖 含量 , 取 30 pL 1 000 g 
离心 的 上 清 液 , 加 30 pL 196 H,S0,,90*C 7K 18. 10 
min , 冰 浴 3 min, 加 30 pL 30% KOH, 90% 水 浴 10 
min , 冰 浴 3 min ,加 入 600 uL 显影 剂 (0.02 g XE] + 
100 mL 80% 的 H,SO,) , 90*C 水浴 10 min, VK 18 2 
却 ,用 酶 标 仪 测 630 nm 吸光 度 。 

糖 原 含量 检测 : 取 160 uL 1 000 g 离心 上 清 样 
品 加 入 600 pL 蕊 酮 硫酸 试剂 ,90%C 水 浴 10 min, 冰 
浴 冷却 ,用 酶 标 仪 测 625 nm 吸光 度 。 用 葡萄 糖 检测 
试剂 盒 ( 购 自 Sigma 公司 ) 检 测 葡萄 糖 浓 度 , 分 别 取 
150 uL 20 800 g 离心 的 上 清 液 ,20 800 g 沉淀 悬浮 
WE EP 管 中 , 癌 样品 及 葡萄 糖 标 曲 中 加 入 300 pL 
葡萄 糖分 析 试 剂 ,37% 30 min, 即刻 加 入 300 pL 
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2mol/L H,SO, 终止 反应 ,用 酶 标 仪 测 540 nm T 
光度 。 

采用 BCA 蛋白 定量 试剂 盒 ( 购 自 Bestbio 公司 ) 
检测 蛋白 浓度 , 即 加 入 200 uL BCA 工作 液 ,37% f. 
温 箱 放置 30 min ,用 酶 标 仪 测 562 nm 吸光 值 。 
1.5 数据 分 析 

利用 qPCR 数据 ,采用 2-^^%Y 法 (Livak and 
Schmittgen, 2001) 分 析 基 因 相 对 表达 量 。 

采用 STATISTICA 8.0 和 SigmaPlot 10. 0 进行 统 
计 分 析 , 采 用 SPSS 和 one-way ANOVA 数据 分 析 软 
件 进行 差异 显著 性 分 析 。 
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2 结果 


2.1 RNAi GRELH TRE2-like 和 TRE2 基因 的 
表达 

在 异 色 球 虫 晴 体 内 注射 dsTRE2-like, dsTRE2 
及 dsTRE2-like + dsTRE2 后 ,相对 于 注射 dsGFP 的 
对 照 组 ,其 成 虫 体内 TRE2-like 和 TRE2 基因 表达 量 
都 表现 出 极 显 著 下 调 (P <0.01) (图 1: A, B), 
明 RNAi 抑制 效果 明显 。 此 外 ,与 对 照 组 比较 ,各 处 
理 组 部 分 异 色 车 虫 在 羽化 为 成 虫 时 出 现 了 赔 皮 与 翅 
形成 困难 等 畸形 表 型 (图 1: C). 
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图 1 EDUR RNAi 后 TRE2-like (A) I TRE2 (B) 相 对 表达 水 平 及 畸形 (C) 


Fig. 1 


Relative expression levels of TRE2-like ( A) and TRE2 (B) and the deformity phenotypes ( C) 


of Harmonia axyridis after RNAi 





肾 期 注射 dsRNA ,测定 羽化 后 第 1 天 成 虫 中 的 基因 表达 水 平 








\ 表 型 变化 、 以 及 酶 活性 和 几 种 物质 含量 
对 照 组 (dsGFP 注射 组 ) 比较 在 0.01 水 平 上 差异 极 显著 (one-way ANOVA) 。 








的 变化 。 图 2 -4 同 。 柱 上 双星 号 表示 与 


The dsRNA was injected into the pupae, and the gene expression level , 











phenotype change, and changes in enzyme activities and contents of several substances in 1-day-old adults were detected. The same for Figs. 2 - 4. The 


double asterisk above bars mean extremely significant difference from the control ( dsGFP injection group) at the 0.01 level ( one-way ANOVA). 


2.2 RNAi EREJE E e s ER SE 

通过 RNAi 抑制 TRE2-like 和 TRE2 基因 表达 
后 ,海藻 糖 酶 活性 检测 结果 显示 :与 注射 dsGFP 的 
对 照 组 相 比 ,可 溶性 和 膜 结 合 型 两 类 海藻 糖 酶 活性 
呈 下 调 趋势 (图 2) ,其 中 注射 dsTRE2-like 后 可 溶性 
海藻 糖 酶 活性 显著 下 降 (P <0.05) (图 2: A); 而 注 
射 dsTRE2 后 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 活性 显著 下 降 (P < 
0.05)( 图 2: B)。 





















































2.3 RNAi 后 异 色 邯 虫 体内 糖 原 、 葡 萄 糖 和 海藻 糖 
合 量 的 变化 


与 注射 dsGFP 的 对 照 组 相 比 ,注射 dsTRE2- 
like, dsSTRE2 和 dsTRE2-like + dsTRE2 后 , 糖 原 含量 
均 显 著 下 降 (P <0.05) (图 3: A) ;葡萄 糖 含量 在 注 
射 dsTRE2-like + dsTRE2 后 显著 下 降 (P <0.05) (图 
3: B) ;海藻 糖 合 量 在 注射 dsTRE2-like 后 显著 下 降 
(P «0.05) ,在 注射 dsTRE2-like + dsTRE2 后 极 显 著 
下 降 (P<0.01)( 图 3: C), 
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图 2 RNAI 后 对 异 色 忒 虫 可 溢 性 海江 本 酶 (A) RREA EERE CB) 活性 的 影响 
Fig. 2 Effect of RNAi on the activities of soluble trehalase ( A) and membrane-bound trehalase (B) in Harmonia axyridis 
柱 上 星 号 表示 与 对 照 组 (dsGFP 注射 组 ) 比较 在 0.05 水 平 上 差异 显著 (one-way ANOVA), The asterisk above bars means significant difference from 
the control ( dsGFP injection group) at the 0.05 level (one-way ANOVA). 
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图 3 RNAI JSA CST URUBS ES CA) EA B CB 和 海棠 糖 (C) 含 量 的 变化 
Fig. 3 Changes in contents of glycogen ( A), glucose (B) and trehalose (C) of Harmonia axyridis after RNAi 
柱 上 单 星 号 和 双星 号 分 别 表示 与 对 照 (dsGFP 注射 组 ) 比较 在 0. 05 和 0. 01 水 平 上 差异 显著 和 极 显 著 ( one-way ANOVA) The single asterisk 
and double asterisk above bars mean significant and extremely significant difference from the control ( dsGFP injection group) at the 0. 05 and 0.01 level 
(one-way ANOVA) , respectively. 
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2.4 RNAi 后 可 溶性 海藻 糖 酶 及 海藻 糖 和 糖 原 代 
谢 相关 基因 表达 的 变化 

与 注射 dsGFP 的 对 照 组 相 比较 ,注射 dsTRE2- 
like 后 ,可 洲 性 海棠 糖 酶 基因 TRE1-1 和 TRE1-2 表 
达 量 分 别 表现 为 下 降 和 显著 下 降 , 而 TRE1-3 和 
TREl-A 基因 表达 量 显著 上 调 (P < 0.05) ; IE BT 
dsTRE2 后 TRE1-1, TRE1-2 和 TRE1-3 基因 表达 量 
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均 极 显著 下 调 (P < 0.01); 注 射 dsTRE2-like + 
dsTRE2 后 ,TRE1-1 和 TRE1-2 基因 表达 量 极 显 著 下 
调 (P «0.01), TREI-5 基因 表达 量 显 车 上 调 (P < 
0.05)( 图 4: A)。 此 外 ,与 对 照 组 相 比 较 , 注 射 3 种 
dsRNA 后 异 色 球 虫 体 内 的 TPS, GP 和 GS 基因 的 表 
达 量 均 表 现 为 显著 性 (P <0.05) 或 极 显著 性 (P < 
0.01) 下 调 ( 图 4: B)。 
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图 4 RNAi Jc 5r CSI B n YE PETE REOR S DS] CA ) 和 糖 代 谢 相 关 基 因 (B) 相对 表达 水 平 的 变化 


Fig. 4 


Changes in relative expression levels of soluble trehalase genes ( A) and carbohydrate metabolism-related genes ( B) 


in Harmonia axyridis after RNAi 








TREI-1 -5: 可 溶性 海藻 糖 酶 基因 Soluble trehalase gene; TPS: 海藻 糖 合 成 酶 基因 Trehalose-6-phosphate synthase gene; GS: TEA NL i e D] 
Glycogen synthase gene; GP; 糖 原 磷 酸化 酶 基因 Glycogen phosphorylase gene. 柱 上 单 
注射 组 ) 比较 在 0.05 和 0.01 水 平 上 差异 显著 (one-way ANOVA), The single asterisk and double asterisk above bars mean significant difference in 


























号 和 双星 号 分 别 表示 某 一 基因 的 表达 水 平 与 对 照 (dsGFP 





the expression level of a gene from the control ( dsGFP injection group) at the 0. 05 and 0.01 level, respectively (one-way ANOVA). 


3 讨论 





海藻 糖 酶 是 把 海藻 糖水 解 为 葡萄 糖 的 关键 酶 ， 
在 昆虫 各 种 生理 过 程 中 有 着 重要 的 作用 ( 刘 晓 健 
等 , 2016)。 近 年 来 ,已 从 多 种 昆虫 中 克隆 出 了 可 深 
性 海藻 糖 酶 (TRE1) 和 膜 结合 海藻 糖 酶 (TRE2 ) ,对 
其 两 者 间 的 功能 以 及 TREL 的 同 源 基因 相关 分 工 功 
能 已 经 有 了 深入 的 研究 。 研 究 发 现 ,TRE2 为 胞 外 
酶 ,主要 存在 于 微 绒 毛 或 基 侧 膜 上 ,与 肌肉 中 的 线 粒 
体 结合 ,负责 外 源 性 海藻 糖 的 吸收 和 同化 ,在 脂肪 
Ws .中 肠 和 马 氏 管 中 高 表达 (Ma et al., 20015) 。 另 有 
相关 研究 发 现 昆 虫 TRE2 不 止 一 条 编码 基因 存在 ， 
如 赤 拟 和 谷 盗 . 异 色 球 虫 等 均 存 在 两 条 或 以 上 TRE2, 
但 对 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 (TRE2 ) 和 类 似 膜 结合 型 海 
藻 糖 酶 (TRE2-like) 间 的 功能 差异 了 解 其 少 ( 刘 晓 健 
等 , 2016) , RNAi 作为 一 种 有 效 的 基因 调控 技术 ， 
在 基因 表达 方面 有 不 可 比拟 的 优越 性 ,被 广泛 用 于 
基因 功能 研究 领域 ( 王 伟 伟 等 ,2017 ) Tang 等 
(2016) 对 辅 怒 目 中 的 赤 拟 谷 盗 海藻 糖 酶 基因 的 功 
































能 研究 表明 ,通过 RNAi 技术 沉默 赤 拟 谷 盗 海 藻 糖 
酶 基因 来 调节 基因 表达 可 导致 其 赔 皮 畸 形 与 死亡 。 
本 研究 显示 注射 靶 标 dsRNA 后 均 能 够 有 效 地 抑制 
靶 标 基因 TRE2-like 和 TRE2 的 表达 ,羽化 时 TRE2- 
like 和 TRE2 基因 的 表达 均 呈 显著 性 或 极 显著 性 下 
调 ( 图 1)。 

前 人 研究 发 现 膜 结合 海藻 糖 酶 TRE2 的 持续 表 
达 和 活性 对 于 血 淋 巴 海藻 糖 的 代谢 可 能 是 必要 的 ， 
以 满足 中 肠 细胞 的 能 量 需求 (Tatun et al., 2008) 。 
已 有 研究 表明 通过 酶 活性 测定 证 实 TRE2 在 肾 到 成 
虫 变态 过 程 中 的 作用 更 明显 (Ce et al., 2011). 
藻 糖 和 海藻 糖 酶 活性 在 调节 昆虫 多 种 生理 过 程 中 起 
着 关键 作用 (Ge et al., 2011) ,昆虫 的 海藻 糖 可 为 昆 
虫 提 供 稳定 的 葡萄 糖 作为 能 量 来 源 , 这 在 昆虫 生理 
过 程 中 的 作用 已 经 得 到 了 很 好 的 证 明 (Santos er al., 
2012) , 且 在 调节 昆虫 生长 发 育 、. 晓 皮 过 程 中 几 丁 质 
的 合成 . 迁 飞 \ 耐寒 等 生理 活动 中 均 发 挥 着 重要 的 作 
用 (Chen et al., 2010) 。 在 本 研究 中 ,我 们 进一步 检 
测 了 可 溶性 海藻 糖 酶 和 膜 结合 性 海藻 糖 酶 的 活性 水 
平 ,结果 发 现 注射 dsTRE2-like 后 可 溶性 海藻 糖 酶 活 
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性 显著 下 调 ( 图 2: A) ;注射 dsTRE2 后 膜 结合 型 海 
荡 糖 酶 活性 呈 显著 下 调 ( 图 2.: B). 

海藻 糖 酶 在 形成 代谢 和 糖 酵 解 之 间 的 联系 方面 
发 挥 着 基础 性 作用 。 作 为 昆虫 的 主要 血糖 ,7TRE 基 
因 可 以 通过 调控 基因 表达 和 酶 活性 来 影响 3 种 糖 类 
物质 含量 ( Wegener et al., 2010; Santos et al., 2012; 
Shi et al., 2017) 。 海 党 粮 和 糖 原 是 昆虫 重要 的 能 量 
贮存 物质 ,同时 在 昆虫 的 能 量 代 谢 中 起 重要 的 作用 
(Tan et al., 2014) 。 相 关 报 道 表 明 , 当 海 省 糖 酶 水 
解 葡萄 糖 受到 抑制 后 ,会 影响 昆虫 体内 的 各 种 细胞 
供 能 和 血糖 浓度 ,从 而 影响 其 他 生理 途径 。 已 有 研 
究 表 明 干 扰 TRE2 后 ,甜菜 夜 蛾 体内 海藻 糖 售 量 升 
高 ,葡萄糖 含 量 下 降 ( Chen et al., 2010)。 在 本 试验 
中 检测 了 TRE2-like 和 TRE2 基因 RNAi Je; 5e £6, 9f ra 
体内 相关 糖 含量 的 变化 , 糖 原 和 和 葡萄糖 含 量 下降 表 
PH TRE2-like 和 TRE2. 能 够 调控 海藻 糖 代 谢 , 从 而 影 
响 糖 原 和 和 葡萄糖 的 合成 , 且 海 藻 糖 和 糖 原 的 合成 变 
得 更 加 活跃 ,以 积累 足够 的 能 源 储备 供 肾 阶段 发 育 
的 使 用 (Ma et al., 2015) 。 海 藻 糖 含量 呈现 下 降 趋 
势 ( 图 3: C) ,可 能 是 为 了 完成 羽化 ,海藻 糖 补 过度 
地 水 解 为 葡萄 糖 ,为 正常 羽化 提供 能 量 所 造成 的 ; 同 
时 降低 TPS 基因 和 部 分 TRE 基因 的 表达 (图 4: A, 
B) ,甚至 降低 了 海藻 糖 酶 活性 (图 2) , HF HE S 
期 的 糖 代 谢 。 正 如 本 研究 中 所 示 , 异 色 球 虫 TRE2- 
like 和 TRE2 基因 RNAi JH , TRE2-like 4l TRE2 表达 
FS] EL SE C6, PEE HEIL C] 1; C) ,这 
与 干扰 赤 拟 谷 盗 ` 褐 飞 乱 等 昆虫 的 TRE 基因 后 出 现 
的 表 型 (Tang et al., 2016; 张 露 等 , 2017 ) 相 一 致 。 
表明 RNAi 造成 的 表 型 畸形 是 在 晴 的 阶段 严重 缺乏 
海藻 糖 ,从 而 抑制 下 游 几 丁 质 合成 通路 所 引起 的 。 

相关 研究 表明 ,不 同 的 TREL 分 工 有 细微 的 不 
同 , 赤 拟 谷 盗 5 个 TREL 调控 功能 均 有 所 差异 (Tang 
et al., 2016) 。 随 后 ,本 研究 RNAi 实验 结果 表明 , 干 
扰 TRE2-like 和 TRE2 对 TRE1-1 和 TREI-2 影响 较 
大 ,对 TRE1-4 和 7TRE1-5 影响 较 小 ,而 干扰 TRE2 对 
TRE1-3 的 影响 较 大 。 从 而 发 现 分 属于 不 同 组 的 
TREI 具有 不 同 的 生物 学 功能 ,在 本 研究 中 ,RNAi 抑 
制 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 表达 后 ,结果 显示 糖 代谢 
相关 基因 TPS 和 GS 表现 为 显著 性 下 调 , GP 表现 为 
极 显著 性 下 调 ( 图 4: B)。 因 此 推测 TRE2-like 和 
TRE2 可 能 与 异 色 球 虫 新 表皮 几 丁 质 合成 需要 大 量 
TG XOU OR. TEPORE ZEE Er, ML E P RS] E EDDA 
M, EEREK CER MESE S AE BE T 2 P RAIN 
B] zx d E19 , i TERCER 2 Eb HIIS] UD ( Yang et al., 






























































































































































2017). JL T FRONS Eb RRAZ, PA HRR CAS R 
统 的 主要 组 成 成 分 。 干扰 TRE2-like 和 TRE2 基因 
对 异 色 肚 虫 的 生长 发 育 产 生 了 较 大 影响 并 产生 了 死 
TA lt Be B, KART GS 和 GP 的 表达 量 , 从 而 影 
响 糖 原 及 其 他 糖 类 物质 的 合成 ,推测 抑制 TRE2-like 
和 TRE2 表达 后 能 够 下 调 胰岛 素 通路 中 的 相关 基因 
表达 ,从 而 调控 海江 糖 等 糖 类 物质 代谢 。 

RNAi 能 够 有 效 降低 靶 标 基因 的 表达 ; dsTRE2- 
like 和 dsTRE2 注射 到 异 色 飘 虫 晴 , 能 够 打破 体内 海 
党 糖 代 谢 ,并 影响 糖 原 和 葡萄 糖 的 供应 ,进一步 引起 
几 丁 质 合成 困难 ,导致 羽化 畸形 。 
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